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DEUT^RIUM^^^^ PHARMAZEUTISCHE ZUSAMMENSETZUNGEN ZUR ABTOETUNG 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft die Verwendung einer pharmazeutischen Zusammen- 
setzung enthaltend Deuterium und/oder deuterierte Substanzen und/oder 
^ubstanzen, die Deuterium anreichern bzw. freisetzen, zur selektiven Abtotung 
von Tumorzellen und/oder Tumormetastasen bzw. zur Verhinderung der Me- 
5 tastasierung und/oder des lokalen Wiederauftretens von Tumoren sowie deren 
Nachwachsen. 

Die bisher entwickelten Tumortherapeutika und Zytostatika leiden alle an dem 
Nachteil, daB sie nicht ausreichend selektiv zwischen Tumorzelle und gesunder 

10 Zelle unterscheiden. Die bisher entwickelten Tumortherapeutika und Zyto- 
statika leiden zudem an dem Nachteil, daB sie gegen Hirntumoren, dort ins- 
besondere Glioblastome, sowie gegen Melanome nur ungenugend wirksam 
sind.und eine Tumorprogression nur ungenugend verlangsamen. Dies zeigen 
insbesondere die mittleren Uberlebenszeiten bei Glioblastom- und Melanom- 

1 5 Patienten von unter einem Jahr. Ebenso sind Tumortherapeutika gegen Bron- 
chialkarzinome und Karzinome des Magen-Darm-Traktes nur ungenugend 
wirksam. 

Bisherige Tumortherapeutika leiden zudem unter dem Nachteil, bereits in 
20 geringsten Konzentrationen hohe Nebenwirkungen, insbesondere Immunsup- 
pression und Blutbildveranderungen und Knochenmarksdepression sowie 
Induktion von neuen Tumoren zu verursachen. 
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durchzufiihren. Diese blieben jedoch bisher erfolglos bzw. fuhrten zu wider- 
spriichlichen Ergebnissen. So berichtet z.B. Barbour (Barbour, H. und Allen, E. 
Tumor growth one fifth saturated with deuterium oxide (heavy water). Am. J. 
Cancer 32, 1938) uber das langsamere Wachstum der impiantierten Tumoren, 
5 kommt jedoch zu dem SchluK, da& die Uberlebensspanne der tumortragenden 
Tiere durch D2O Anwendung dosisabhangig verkiirzt wurde, daS also keine 
erfolgreiche Behandlung moglich ist, Insbesondere hohe DjO Konzentrationen 
werden stets als toxisch eingestuft. 

10 Neueste Literatur zum Thema DjO und Tumor belegen, daR der Entzug von 
D^O das Tumorwachstum im Mausmodell inhiblert (Somlyai, G., Jansco, G., 
Jaklir G., et al.: Naturally occuring deuterium is essential for the normal growth 
rate of cells, FEES 317, 1-4 (1993)), und das Vorhandensein von DjO notwen- 
dige Voraussetzung fur das Tumorwachstum ist. 

15 

Bisherige Untersuchungen zu D2O zeigten also, daS D2O als Tumortherapeuti- 
kum nur wenig geeignet erschien. 

Explizit wird in der Literatur auch mehrfach auf die Reversibilitat der Deuterl- 
20 umeffekte hingewiesen (Gross, P.R. et aL, Mitotic Arrest by Deuterium Oxide, 
Science 131, 37-39, 1960). 

Der vorliegenden Erfindung iiegt somit die Aufgabe zugrunde, eine selektive 
und zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen und/oder Metastasen auszuuben 
25 und das Wachstum normaler Zelien weitgehend unbeeinflu&t zu lassen sowie 
die Metastasierung und/oder das WIederauftreten von Tumoren und/oder deren 
Nachwachsen zu verhindern- Dadurch wurden auch einige der bei Tumorthe- 
rapeutika bekannten Nebenwirkungen vermieden. 

30 Gelost v^trd diese Aufgabe durch die Verwendung einer pharmazeutische 
Zusammensetzung gemaB Patentanspruch 1,2,9 Oder 10 d.h. durch die Ver- 
wendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung enthaltend Deuterium 
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chern bzw. freisetzen. Bevorzugte Ausfiihrungsformen ergeben sich aus den 
Unteranspriichen. 

Systematische Untersuchungen zum Einsatz von Deuterium-enthaltenden 
5 Substanzen als Therapeutikum gegen Tumoren wurden bisher nicht durch- 
gefuhrt, unklar war bisher insbesondere, ob Unterschiede in der Beeinflussung 
des Wachstums von Tunnorzellen und normalen Zellen bestehen. 



Daher wurden von dem Anmelder systematische Studien uber das Verhalten 
10 von Tumorzellen unter DeuteriumeinfluB durchgefuhrt. 



Oberraschenderweise wurde dabei eine direkte zytotoxische Wirkung auf 
Tumorzellen festgestellt. Zudem wurde uberraschend festgestellt, daS die 
direkte zytotoxische Wirkung von Deuterium stark selektiv auf Tumorzellen ist, 

15 d.h. daB diese in wesentlich starkerem MaRe abgetotet werden als vergleich- 
bare Normalzellpopulationen. Oberraschenderweise wurde zudem festgestellt, 
dais die bekannten Effekte der Zellzyklusarretierung und der Wachstumshem- 
mung ebenfalls in hohem MaSe selektiv fur Tumorzellen sind, d.h. daB Zell- 
zyklusarretierung und Wachstumshemmung auf Tumorzellen sehr viel starker 

20 ausgepragt ist als auf Normalzeilen und somit eine selektive Wirkung auf 
Tumorzellen vorliegt. 

Die direkte zytotoxische Wirkung kann in vitro an Zellkulturmaterial nach- 
gewiesen werden. Dabei werden Zellen in vitro durch Zusatz einer Deuterium- 

25 enthaltenden Substanz bzw. Verbindung zum Kulturmedium abgetotet. Die 
nachfolgenden VoL-% Angaben sind wie folgt zu verstehen. 100 Vol.-% 
Deuterium enthaltende Substanz bedeutet, daB dort alle H-Atome an einer 
(Oder mehreren) bestimmten Stellen durch D-Atome ersetzt sind. Beispiels- 
weise enthalt reines D20^ Molgewicht 20.03 g/mol, 2 Atome Deuterium 

30 (4g/mol) und ein Atom Sauerstoff (16 g/mol). Wird daher die Konzentration 
einer "Deuterium enthaltenden Substanz" festgelegt, betragt ihr Gehalt an 
reinem Deuterium in diesem Beisplelsfall nur maximal 20 Gew.-%, entspre- 
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Eine geeignete Konzentration zur Abtotung von uber 95% Zellen, z.B. des 
Tumors HTZ-19 (malignes Melanom), unter geeigneten Kulturbedingungen als 
Monolayer ist uber 50 Vol-% DjO bzw. 99,86 g Deuterium pro kg Wirksub- 
stanz Oder eine andere Deuterlum-enthaltende Substanz mit an einer bestimm- 
5 ten Stelle durch D ersetzten H-Atomen in 50 % Volumenanteil, vorzugsweise 
liber 70 Vol-% (139,81 g Deuterium/kg), ganz bevorzugt uber 90 Vol-% 
(179,75 g Deuterium/kg). Hohere oder geringere Konzentrationen sind jedoch 
ebenfalls zur Abtotung von Tumorzellen in hoherem bzw. geringerem Umfang 
geeignet. 

10 

Bel einer Konzentration von ca. 10 Vol.-% (19,97 g Deuterium/kg) D2O oder 
Deuterium-enthaltender Substanz wurden bei Normalgliazellen HTZ-140 im 
gleichen Zeitraum nur 5% Wachstumshemmung, aber keine Zellabtotung, 
beobachtet. 

15 

Es hat sich gezeigt, da& Deuterium auf Tumorzellen eine zytotoxische Wirkung 
nachgewiesen durch Hemmung der DNA-Synthese I^H-Thymidin-Einbau, 
Coligan, J.E-, Kruisbeek. A.M., Margulies, D.H. Shevach, E.M., Strober, W., 
Current Protocols Immunology, NIH Monographie, J. Wiley & Sons, New York, 

20 1992], sowie nachgewiesen durch Zellmembrandefekt ITrypanblau-Farbung, 
G.K. Smith, Duch, D,S., Dev, I.K. Kaufmann, S.H., Metabolic Effects and Kill 
of Human T-Cell Leukemia by 5-Deaza acyclotetrahydrofolate, a Specific 
Inhibitor of Glycineamide Ribonucleotide Transformylase, Cancer Res. 52, 
4895-4903, (1 992)1 hat. Das Uberleben von normalen, nicht entarteten Zellen 

25 wird dagegen nur in geringerem Umfang beeinflulSt. Daher eignen sich Deuteri- 
um*enthaltende Substanzen zur Herstellung eines Therapeutikums zur Ab- 
totung von Tumorzellen und/oder Metastasen sowie zur Verhinderung von 
Metastasen und/oder des lokalen Wiederauftretens von Tumoren und deren 
Nachwachsen. Insbesondere ist ein solches Therapeutikum zur Therapie von 

30 malignen Melanomen, Gliomen und Astrozytomen, Bronchialkarzinomen (ins- 
besondere kleinzellige Bronchialkarzinome), Neuroblastomen, sowie Karzino- 
men des Magen-Darm-Traktes geeignet. 
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Fur die therapeutische Anwendung werden Deuterium oder deuteriumhaltige 
bzw. deuteriumfreisetzende oder deuteriumanreichernde Substanzen ubiicher- 
weise mit Hilfs-, Fiill- und/oder Zusatzstoffen (z.B. Geschmacksstoffe, Elek- 
trolyte, Nahrstoffe, Vitamine, resorbtionsbeeinflussende Substanzen) zu- 
5 sammen in einer, vorzugsweise sterilen, isotonen und/oder pyrogenfreien, 
pharmazeutischen Zubereitung bzw. Formulierung verwendet, vorzugsweise in 
Form von Zapfchen, Salben, Losungen, Dispersionen und Emutsionen, Aeroso- 
len, Schaumen, teilchenformigen Mittein (z.B. Granulaten, Agglomeraten, 
Puder, Mikroperlen und Adsorbaten), Pillen, Pastillen, Tabletten, Dragees, 
10 Kapsein bzw. Mikrokapsein, Kaugummiarten, Gewebe-, Blatt- oder Faden- 
grundlagen, mit Bandagen oder Verbanden, zum Rauchen oder Inhalieren sowie 
in Carriern, wie z.B, Liposomen. 

Die Verabreichung erfolgt zur Therapie vorzugsweise lokal, intracutan oder 
15 transcutan; zur systemischen Anwendung vorzugsweise intravenos, durch 
teilweisen Austausch des Korperwasser- oder Blutwasseranteils (z.B. per 
Dialyse), intraarterielL oral, rectal; zur Anwendung in Hohlraumen vorzugs- 
weise intrapleural, mtrathekal, intraventricular, intraperitoneal, intracavitar, in 
0P-H6hlen. Die Anwendung in 0P-H6hlen dient vorzugsweise zur Rezidiv- 
20 prophylaxe des entfernten Tumors, d.h. zur Verhinderung des lokalen Wieder- 
auftretens und Nachwachsens des Tumors. Moglich ist auch die extrakorporale 
Abtotung von Tumorzellen (z.B. "purging" bei Knochenmarksneoplasien). 

Fur therapeutische Anwendungen werden Deuterium oder deuteriumhaltige 
25 bzw, deuteriumfreisetzende oder deuteriumanreichernde Substanzen auch mit 
anderen Wirkstoffen kombiniert, vorzugsweise anderen Zytostatika oder 
Tumortherapeutika. Durch den neuentdeckten Effekt der Zellabtotung sowie 
die Tumors gezifitat konnen additive bzw. uberadditive (synergistische) Wir- 
kungen in Kombination mit anderen jytostatika und Tumortherapeutika er- 
30 t&ichtvi^rdsn. Dies geschieht vorzugsweise durch Angriff auf das Zytoskelett, 
insbesondere duTch Angriff am Tubulin. Insbesondere ist von einer Kombina- 
tion mit erfindungsgemaSen deuteriumhaltigen Therapeutika eine Reduktion der 
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demzufolge auch eine Minderung der oft Therapie-einschrankenden Neben* 
wirkungen. 

Insbesondere ist eine Kombination mit Zytostatika/Tumortherapeutika erfolg- 
5 versprechend, die auf gleichen oder ahnlichen Wirkprinzipien wie Deuterium 
beruhen, namlich Zellabtotung {auch Apoptose). 

Beispiele fur mogliche Kombinationspartner sind daher: 

Zelltodauslosende Substanzen: wie z.B. Adnai^^ Cisplatin, Cyclo- 
sporin A, Vinca-Alkaloide 
^ ^ ~ 

Inhibierende Wachstumsfaktoren, die Zelltod auslosen konnen: wie z.B. 
TGF-B (Tumor growth factor B), TNF {Tumor necrosis factor) 

Substanzen, die am Tubulin-Zytoskelett angreifen, wie z.B. Vinca-Alka- 
loide, Taxol, Taxol-Derivate sowie Colchicin und Colchicin-Derivate 



10 



15 



Alkylantien: wie z.B. CycloBhosgha^^ Busulfaji^AC^ andere 
20 Nitroseharnstoffderivate 



Purin und Pyrinr^^ z.B. Azathioprin, 6-Mercapt opurin , 

Cyta rabin 

25 Therapieeinschrankend ist bei vielen Zytostatika/Tumortherapeutika die hama- 
totoxische/immunsuppresive (Neben-)Wirkung (Verminderung der Blutzell- 
zahlen/insbesondere Lymphozyten, sowie Knochenmarksdepression). Eine 
solche Wirkung ist von Deuterium bzw. Deuteriumhaltigen oder anreichernden 
Substanzen fur Normalzellen, wie fur Normalhirnzellen und insbesondere 

30 Lymphozyten (Beispiel 6) gezeigt, nicht zu erwarten, d.h» Tumorzellen werden 
selektiv abgetdtet. Aus diesem Grund ist auch die Behandlung von tumoros 
infiltriertem Knochenmark bzw. Knochenmarksstammzellen vor Knochenmark- 
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moglich, wobei dies intrakorporal als auch extrakorporal geschehen kann. Eine 
gleiche Wirkung kann daher durch Kombination solcher Tumortherapeutika mit 
Deuterium bzw. deuteriumhaltigen und freisetzenden Substanzen bei geringerer 
Dosis erzielt werden. Bei gleicher Dosis kann durch die Konnbination mit 
5 Deuterium ein groBerer Antitumor-Effekt als bisher moglich errelcht werden. 

Deuterierte Tumortherapeutika sind daher insbesondere geeignet zur Kom- 
bination mit 



10 - Antimetaboliten: wie z.B. M ethotrexat e Thioguanin 

•r^* 

Alkaloide: wie z.B. Vin blastin , yincristin . Taxo l 

Antibiotika mit Tumor-therapeutischer Potenz: wie z.B. Daunorubicin, 

15 Bleomycin, Igimfaicia 

<- — ' 

verschiedenen anderen Knochenmarks-depressiv wirkenden Tumor- 
therapeutika, wie z.B. Hydroxyharnstof f , Procarbazin sowie Aikylantien, 
und Purin/Pyrimidinderivate. 

20 

Eine synergistische oder potenzierende Wirkung ergibt sich auch bei Einsatz 
der pharmazeutischen Zusammensetzung in Kombination mit Bestrahlungs- 
methoden, wie Gammastrahlung, Elektronenstrahlung (B-Strahlung), Neutronen 
und Korpuskularstrahlung. 

25 

Die Zellproliferation wurde mittels ^H-Thymidin-Einbau, wie z.B. in "Bogdahn, 
U., R. Apfel, M. Hahn, M. Gorlach, C. Bohl, J. Hoppe und R. Martin: Autocrine 
tumor cell gro wth inhibi ting activities from Hunnian Ma Ugnant M elanoma, 
Cancer Res. 49, 5358-5363 (1989)" dargestellt, gemessen. Wachstums- und 
30 Uberle benskurven li cgen Zellzahlung mit Trypanblau-Farbstoff zugrunde. 



Vorzugsweise werden solide Tumore, wie z.B. Glioblastoma multiforme. Astro- 
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Sarkome, Mammakarzinome, Zervixkarzinome, Uteruskarzinome, Prostatakarzi 
nome, Schilddrusenkarzinome, Pankreaskarzinome sowie Malignome des 
hamatopoetischen und lymphopoetischen Systems, durch die erfindungsgema- 
Re Zusammensetzung therapiert. 

5 

Als Kontrolle fur Normalzellen konnen Zelien aus Normalhim (nach Schadel- 
Him-Trauma), Normalhim oder IL-2 stimulierte (frisch isolierte) Lymphozyten, 
PHA stimulierte (frisch isolierte) Lymphozyten verwendet werden. 



10 Die Wirkung von Deuterium auf Zellen wird vorzugsweise mit D^O erreicht. Die 
Herstellung des geeignet konzentrierten D^ erfolgte im Experiment vorzugs- 
weise durch Verdiinnen von hochreinem DjO (>99%) mit H2O. Zur Therapie 
bestimmtes D2O wird vorzugsweise direkt in der gewunschten Konzentration 
hergestellt. Die erfindungsgemaBe Wirkung von Deuterium kann aber auch 

1 5 durch andere. Deuterium enthaitende oder Deuterium in geeigneter Weise 
freisetzende oder anreichernde Substanzen erzielt werden. Darunter sind alle 
denkbaren anorganischen oder organischen Verbindungen, die Deuterium 
enthalten, zu verstehen, z. B. insbesondere deuterierte Aminosauren (wie z.B. 
deuteriertes Glutamin, deuteriertes Alanin und deuteriertes Glutamat), deute- 

20 rierte Zucker (wie z.B. deuterierte Glucose, deuterierte Fructose), deuterierte 
Fette, deuterierte DNA- oder RNA-Bausteine (z-B. deuteriertes Adenin, Guanin, 
Cytosin, Thymidin, Uracil) sowie deuterierte Stoffwechselprodukte (z.B. 
deuteriertes Pyruvat, deuteriertes Lactat) sowie deuterierte Stoffwechsel- 
produkte des Intermediarstoffwechsels. 

25 

Zusammenfassend la&t stch feststelien, da& durch Anwendung von DjO und 
anderen deuterierten Verbindungen uberraschenderweise eine erfolgreiche 
Therapie von Tumoren und Metastasen moglich ist. Eine Metastasierung wird 
volistandig verhindert. 

30 

Neben einer Wachstumsverlangsamung wird uberraschenderweise auch eine 
irreversible Zerstorung von Tumoren bzw. Tumorzellen durch den Effekt des 
"cell-kill" beobachtet. Der Effekt der Zelltotung ist dabei tumorspezifisch, eine 
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Abtotung von gesunden ,Zellen wird nur in einem nicht relevanten Umfang 
beobachtet. 



Entgegen fruher Annahmen weist D2O in einer therapeutisch wirksamen Dosis, 
5 d.h. in einer Dosis bei der eine Abtotung von Tumorzellen beobachtet wird, 
eine ausreichende Vertraglichkeit auf, so dalS eine Anwendung liber langere 
Behandlungszeitraume bis zur vollstandigen Heilung moglich ist. 

Die Erfindung wird nun weiter durch die folgenden Beispiele in Verbindung mit 
10 den anhangenden Abbildungen eriautert. Die Abbildungen zeigen: 

Abb. 1, 2, 9, 13, 14, 19, 23: ^ H-Thynnidin-Einbau in Relation zur Deuter i- 

um- Konzentration, 

15 Abb. 3, 4, 10, 15, 16, 20, 24: Wachstumskurven von Tumorzellen und 

Kontrollen, 



Abb. 5, 6, 1 1, 17, 21, 25: Uberlebensrate von Tumorzellen in Relation 

zur Aufenthaltsdauer in Deuterium-enthalten- 
20 den Medien, 

Abb. 7, 8, 12, 18, 22, 26: Uberlebensfraktion von Tumorzellen in Rela- 
tion zur Aufenthaltsdauer in Deuterium-ent- 
haltenden Medien 

25 

Abb. 27a + b: Zellzyklus von unbehandelten HT2-19-Mela- 

nomzellen 



Abb. 28a + b: Zellzyklus von HTZ-19-MelanomzelIen nach 3 

30 Tagen in 6 0 Vol-% D^O 

Abb. 29a +b: Zellzyklus von HTZ-19-Melanomzellen nach 3 
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Abb. 30: Koloniebildungsrate in Soft Agar 

Abb. 31: Migrationsflache eines Tumors 

5 Abb. 32: Vergleich der Anzahl von Lebermetastasen 

bei unbehandelten Versuchstieren und mit 
D^O-behandeiten Versuchstieren nach Im- 
plantation eines Sarkoms M 5076 

10 Abb. 33: Vergleich der Anzahl uberlebender Versuchs- 

tiere nach intraperitonealer Implantation eines 
Sarkoms M 5076 



15 Beispie! 1: 

Bestimmung der Wirkung von Deuterium auf Tumorzeilen 

Zur Bestimmung der Wirkung von Deuterium auf Tumorzeilen werden exponen- 
20 tiell wachsende HT2-209B, HT2 243, HT2 19, HTB 69, HTZ 25, CaCo-2 Oder 
HT 29 Zellen fur Jewells mindestens 24 Stunden in Mikrokulturplatten mit 96 
Vertiefungen (wells) (Costar, Zurich) in 200 fj\ Kulturmedium mit einer Dichte 
von 3000 Zellen pro well ausgesat (nach Chambard et al. J. Cell. Physiol. 135 
(1988), 101 -107]. Das Kulturmedium besteht aus Dulbeccos MEM mit 10% 
25 FCS-Zusatz, 1% Vitaminen, 1% nichtessentielle Aminosauren sowie 0,3% L- 
Glutamln. 

Danach wird ein Mediumwechsel durchgefuhrt und deuteriertes Medium 
zugesetzt. Deuterierte Medien werden unter Verwendung von MEM-Pulver- 
30 medium und hitzesterilisiertem DjO sowie Ultra Pure Water zur Verdunnung 
mit identischen Zusatzen, wie konventionelles Kulturmedium, hergestelit. 
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fur einen definierten Zeitraum bei 37®C, 5% COj, inkubiert. Nach Zugabe von 
1//Ci ^H-Thymidin (spez. Aktivitat 23 Ci/mol, Amersham Buchler, Braun- 
schweig) pro well werden die Zellen 1 6 Stunden weiter inkubiert und anschlie- 
Bend wird der ^H-Thymidin-Einbau in die zellulare DNA nach Saurefallung in 
5 ubiicher Weise mittels Fliissigszintillationszahler gemessen. Die Wirkung von 
Deuterium wird als Prozentsatz des ^H-Thymidin-Einbaus der behandelten 
Zellen gegenuber dem ^H-Thymidin-Einbau in unbehandelten Kontrollzellen 
ausgedruckt. 

10 Unter Verwendung verschiedener Konzentrationen von 0^0 kann eine Konzen- 
tration ermittelt werden, bei welcher der ^H-Thymidin-Einbau um 50% gegen- 
uber der unbehandelten Kontrolle gehemmt wird. (IC 50 Wert). 



Tumor 


IC 50 [Vol-% DjO) 


HTZ 209 Glioblastoma multiforme 


41 


HTZ 243 Astrozytom. WHO ill 


9 


HTZ 1 9 malignes Meianom 


49 


HTB 69 malignes Meianom 


71 


HTZ 25 Bronchialkarzinom 


39 


CaCo-2 Colonkarzinom 


45 


HT 29 Colonkarzinom 

1 


42 



25 Bcispiei 2: 

Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von Deuterium auf Tumorzellen 

Zur Bestinnmung der zytotoxischen Wirkung von Deuterium auf Tumorzellen 
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243, HTB 69, HTZ 25, CaCo-2 Oder HT 29 Zellen fiir mindestens 24 Stunden 
in Mikrokulturplatten mit 96 Vertiefungen (wells) oder in Mikrokulturplatten mit 
24 Vertiefungen mit einer Dichte von 10,000 Zelien pro well ausgesat. Das 
Kulturmedium besteht analog Beispiel 1 aus Dulbeccos MEM mit 10% FCS 
Zusatz, 1% Vitaminen, 1% nichtessentiellen Aminosauren sowie 0,3% L- 
Glutamin. Danach wird ein Mediumwechsel durchgefuhrt und deuteriertes 
Medium in gewunschter Konzentration zugesetzt. Die Zeilen werden In deute- 
riertem Medium in der gewiinschten Konzentration fur einen definierten Zeit- 
raum bei 37®C, 5% COj, inkubiert. Danach werden die Zellen mit Trypsin 
abgelost und in einem definierten Volumen mit Trypanblau {Trypan Blue Stain 
0,4%, Sigma Chemicals St. Louis) versetzt. Die Zellzahl vitaler sowie gescha- 
digter Zellen wird in der Fuchs-Rosenthal-Kammer gezahit und als Wachtums- 
kurve bzw, Oberlebenskurve aufgetragen. Als ein MaR fur die Wirkung auf 
verschiedene Tumorzellkulturen kann die "surviving fraction", also der Anteil 
uberiebender Zellen der behandelten Gruppe gegenuber unbehandelten Kon* 
trolien, nach 3 bzw. 6 Tagen Inkubation mit 9 0 Vol-% D20'Medium angegeben 

•r ~ — — 

werden. 



Tumor 


SF 3d 


SF 6d ISO 
Voi-% DjO] 


HTZ 209 Glioblastoma multiforme 


0,55 


0,07 


HTZ 243 Astrozytom. WHO III 


0,58 


0,32 


HTZ 1 9 malignes Melanom 


0,25 


0.05 


HTB 69 malignes Melanom 


0,14 


0,08 


HTZ 25 Bronchialkarzinom 


0,35 


0.20 


CaCo-2 Colonkarzinom 


0,08 


0.05 


HT 29 Colonkarzinom 


0.04 


0.01 



20 



25 
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Eine weitere geeignete Methode zur Uberprufung der Wirksamkeit eines Zyto- 
statikums ist die Koloniebildung in Soft Agar. Nach Aussaen einer definierten 
Zahl von Zellen wird nach 3 Wochen die Zahl der gebildeten Kolonien ausge- 
zahit und inn Verhaltnis zur Kontrolle als "Colony Forming Efficiency" (CFE) 
5 ausgewertet. 

Aus Abb. 30 sieht man, daU es bei den beiden getesteten Tumoren HT-29 
(Colonkarzinom) und HTZ19 (malignes Melanom) zu einer hohen Wirksamkeit 
von D2O kommt und unter 90 Vol-% DjO ist ein Ruckgang urn 4 bzw. 5 
10 Zehnerpotenzen vitaler koloniebildender Tumorzellen festzustellen. 



Beispiel 3: Melanoma 

15 Getestet wurden zwei verschiedene Tumoren, HTZ-19 und HTB-69. Die 
Tumoren wurden in MEM mit 10 Vol,-% PCS Zusatz expandiert. Thymidin 
Assays wurden in 96-well-Platten, Wachstumskurven z.T. auch in 24-well- 
Platten durchgefuhrt. 

20 Mittels ^H-Thymidin-Einbau (Abb. 1 ,2) als Modell fur die Proliferationsaktivitat 
konnte bei beiden Tumoren eine Inhibition von iiber 90 % bei 6-tagiger Exposi- 
tion mit 90 Voj^^ jjo Deuterium (D?0) im Medium nachgewiesen werden (HTZ- 
19: 91% HTB-69:96%). 

25 Die Wachstumskurven (Abb. 3,4) zeigten bei HT2-19 bereits bei 50 Vol.-% 
D2O (99.86 g Deuterium/kg) eine deutliche Verlangsamung des Wachstums, 
bei 90 VoI.-% DjO (179,75 g DjO/kg) kam es zur Stagnation des Wachstums 
uber den vollen Beobachtungszeitraum von 13 Tagen. Bet HTB-69 konnte ein 
deutlicher absoluter Ruckgang der Zellzahl verzeichnet werden, wahrend die 

30 unbehandelten Kontrollen exponentielle Vermehrung zeigten. 

Die Uberlebensrate (Abb. 5,6), ("surviving rate") stellt ein Mali fur den durch 
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dium zeigten sich bei HTZ-19 68% tote Zellen (sr = 32), bei HTB-69 58% tote 
|sr= 42%), nach 12 Tagen wurden 78% bzw. 73% tote Zellen registriert 
(ermittelt mittels Trypanblau-Zellzahlung). 

5 Der resultierende Gesamteffekt durch Deuterium wurde als Uberlebensf raktion 
(Abb. 7,8) ("surviving fraction") gemessen; nach 6 Tagen in 90 Vol.-% Deute- 
riummedium ergab sich bei HTZ-1 9 eine Uberlebensf raktion von 0,04, bei HTB 
0,07, nach 1 2 Tagen bei beiden Tunnoren kleiner als 0,01 • Dies bedeutet einen 
Ruckgang vitaler Tumorzellen untef Deuteriumbehandlung von mehr als zwei 
10 Zehnerpotenzen {2 log-cell kill). Bereits nach 1 Tag lag bei HTB-69 die Uber- 
lebensf raktion unter 0,5, 

Zur Verifizierung der aus Zellzahlung und Wachstumskurven erhaltenen Infor- 
mation wurden Versuche mittels Durchf luBzytometrie durchgefCihrt. Zusatzlich 
zur Information iiber die Vitalitat der Zellen erhalt man dabei bei Verwendung 
entsprechender Farbstoffe die Information uber den DNA-Gehalt der Zelle, und 
damit iiber ihre Zugehorigkeit zu einer bestimmten Phase des Zellzyklus. Fur 
diese Untersuchungen wurde Hoechst 33342 als unspezifischer DNA Marker 
zusammen mit Ethidiumbromid als Vitalitatsmarker eingesetzt. Stellvertretend 
f iir alle Ergebnisse aus DurchfluBzytometrieexperimenten sollen hier die Ergeb- 
nisse am Melanom HTZ-19 dargestellt werden. 

In den Abbildungen 27a, 28a, 29a werden die Haufigkeitsverteilungen ("Ver- 
teilung") von HTZ-19 Melanomzellen im Zellzyklus vorgestellt. Aus den prima- 
25 ren Daten der Haufigkeit des Auftretens einer bestimmten DNA-Menge (im 
Diagramm als einzelne MeBpunkte dargestellt) wird eine Ausgleichskurve 
(Diagramm: gestrichelte Linie) errechnet. An diese Ausgleichskurve werden die 
Verteilungsfunktionen der einzelnen Zellzykluskompartimente {Diagramm: 
durchgezogene Linien je fur G^, S und Phase) angepaftt und aus diesen 
30 Verteilungsfunktionen die relativen Hauf igkeiten ermittelt. Damit ergibt sich die 
prozentuale Verteilung der Zellen auf die Zellzykluskompartimente, die jeweils 
am Rand der Abbildungen ablesbar ist. 



15 



20 
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Dargestellt wird in den Abbildungen 27a-29a immer die Anzahl der Zellen 
(Ordinate) in Abhangigkeit ihres DNA-Gehalts (Abszisse). Die Einheit der 
Ordinate ist daher die Zellzahl, die Einheit der Abszisse ist der relative DNA- 
Gehalt in willkurlichen Einheiten der Fluoreszenzintensitat. 

Die Verteilung der untersuch'^ -^n HTZ-1 9 Zellen ergab bei.unbehandelten Zellen 
einen Anteil von 58,1 % in d- 3,-Phase, 30,3% in der S-Phase und 1 1 ,6% in 
der Gj-Phase (Abb. 27a). 



10 Nach 3-tagiger andlung n^. . 50 \ DjO ere sich einc Zellzykluszu- 

sammensetzur einem Anteil vor 1 % in der ^hasr 2.4% in der S- 
Phase und 9,5S : der Gj-Phase (A 28a), Son urd: jh die Einwir- 
kung von 50 V % DjO der Antei; aer Zellen i: r G^ -se erhoht, die 
Anteile der S-Phdse und Gj-Phase Zellen jedoch Vt .iinde^ 

15 

Eine 3-tagige Behandlung der gleichen Zeilen niit90J/ol2%_p^O2 eine 

^ — ~ — — . 

weitere Reduzierung der Anzahl der Zellen in der G^-Phase auf nur noch 2,8%, 
der Rest der Zellen befand sich in der fruhen S-Phase und in der G^-Phase 
(Abb. 29a). Eine Differenzierung zwischen G,-Phase und S-Phase Zellen ist bei 
20 einem derartigen Zellzyklusverlauf schwierig und unter Umstanden artifiziell. 
Sicherlich kann zusammenfassend aus den Zellzyklusexperimenten der SchluS 
einer Verminderung von Zellen der G^-Phase und einer dosisabhangigen Akku- 
mulierung von HTZ-19 Melanomzellen in der G, -Phase und/oder der fruhen S- 
Phase gezogen werden. 

25 

Mittels gleichzeitiger Anwendung von Ethidiumbromid und Hoechst 33342 als 
Doppelfluoreszenz und zv\/eidimensionaler Auftragung der MeBdaten erhalt man 
eine gleichzeitige Aussage iiber ^"^NA-Menge und Vitalitat von Zellen. 



30 



Die Abbildungen 27b, 28b, 29b j^eigen als Ordinate C'Y-Achse") die Intensitat 
der Ethidiumbromid-Fiuoreszenzund als Abszisse ("X-Achse") die intensitat der 
Hoechstfluoreszenz. Die Anzahl der Zellen wird durch die chwarzung und die 
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Fur beide Achsen ergibt sich die Intensitat entsprechend dem Gehalt an fluo- 
reszenzgefarbter DNA. Im Falle der Ethidiumbromidf luoreszenz ist die Intensitat 
daher proportional dem DNA-Gehalt nicht-vitaler Zellen. 

5 Fur unbehandelte HTZ-1 9 Zellen ergibt sich ein normaler Zellzyklus der vitalen 
Zellen {Abb. 27b, Bereich 1 bzw. als Projektion A), nur vereinzelt finden sich 
nicht-vitale Zellen (markierter Bereich 2, tnsgesamt 1,2%). Die Verteilung der 
Ethidiumbromidfluoreszenz (8) zeigt ebenfalls die Vitalitat der Probe an. 



1 0 Ein vollig anderes Blld ergibt sich nach 3-tagiger Behandlung mil 90 Vol-% D^O 
(Abb. 29b): Nahezu alle Zellen sind nicht mehr vital und zeigen daher Ethidium- 
bromidfluoreszenz. 

Eine Auswertung der Ubertebensrate dieser beiden Experimente ergibt mit 
1 5 97,8% nicht-vitalen Zellen in D2O gegeniiber 1 ,2% in der Kontrollgruppe eine 
Uberlebensrate von 3,8%. 



Demgegenuber wurde mit Trypan Blau Zellzahlung bei HTZ-19 Zellen nach 3- 
tagiger Behandlung noch eine Uberlebensrate von 72,8% gemessen, die 
20 Auswirkung von D2O dementsprcchend unterschatzt. 

Auffailig ist die Zeilzyklusverteilung der abgetoteten Zellen: Fast alle Zellen 
befinden sich in der G,-Phase, eine definierte Gj-Phase ist kaum zu erkennen. 
Dieses Ergebnis zeigt eine wichtige Zusatzinformation zur Zellzyklusdarstellung 
25 der 90 Vol-% D2O behandelten Zellen (Abb. 29a): Es handelt sich bei dieser 
Zelizyklusanaiyse urn die Verteilung nicht mehr vitaler Zellen! 

Nach Behandlung mit 50 Vol-% DjO fur drei Tage ergibt sich auch ein Anteil 
nicht-vitaler Zellen. Auffailig ist wiederum deren Verteilung: Wie nach den 
30 Zellzyklusergebnissen (Abb. 28a) und der Beschrankung abgetoteter Zellen auf 
das G, Kompartiment (Abb. 28b) erwartet, zeigt der Zellzyklus nicht-vitaler 
Zellen nennenswerte Anzahi nur in der G, -Phase (und evtl. fruhe S-Phase), ein 
G2-peak ist kaum auszumachen. Unerwartet erscheint jedoch ein zusatziiches 



wo 96/03996 PCT/EP95/0310(» 

- 17 • 

Intensitatsmaximum mit etwas geringerer Fluoreszenzintensitat als in den 
Zellen der G^Phase (Abb. 28b). Dies kann ein Hinweis auf fragmentierte DNA 
darstellen. 

5 Zusammenfassend laSt sich bei Melanomen ein ganz klares Potential fur 
Deuterium-Elnsatz erkennen: eine bei 50-90 Vol.-% Deuterium hohe inhibition 
als Ausdruck fiir "growth arrest" und ein hoher Anteil "cell kiir fuhren zu 
einem deutlichen Ruckgang an vitalen Tumorzellen, 

10 Diese Untersuchungen wurden mit ahnlichen Ergebnissen auch an anderen 
Tumorzellen durchgefuhrt. 



Beisptel 4: Kleinzelliges Bronchialkarzinom 

15 

Getestet wurden Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms HTZ-25. Die 
Tumoren wurden in MEM mit 10 Vol.-% PCS expandiert. Thymidin Assays 
sowie Wachstumskurven wurden in 96-well-Platten durchgefuhrt. 

20 Der ^H-Thymidin*Einbau (Abb. 9) zeigt eine nahezu lineare Dosis-Wirkungs- 
beziehung die weitgehend zeitunabhSngig ist. In der Zeitskala 1 bis 6 Tage ist 
also bereits ein Sattigungsverhalten eingetreten, die Auspragung der Effekte 
erfolgt offensichtlich sehr rasch im Bereich von Stunden. Bei HTZ-25 konnte 
mit 94 % Inhibition ein sehr hoher Effekt nach 6-tagiger Exposition von^O 

25 Vol.- % D?0 ( 1 79.75 g Deuterium/kg) im Medium erzielt werden. 

Die Wachstumskurven (Abb. 10) zeigen einen deutlichen Ruckgang der behan- 
delten Zellen bei gutem Wachstum der unbehandelten Tumorzellen. 



30 



Die Uberlebensrate (Abb, 1 1) sinkt auf 80 %, wobei mit DurchfluSzytometrie 
ein -Cell-Kiir'-Anteil von 56% nach 2 Tagen gezeigt werden konnte. 
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Tagen sogar 0,09, so dafS der gesamte Effekt auf die Tumorzellen zumindest 
bei 90 Vol.-% DjO-Konzentration eine voile Zehnerpotenz Reduktibn vitaler 
Tumorzellen bedeutet. 

5 Zusammenfassend laBt sich beim kleinzelligen Bronchialkarzlnom feststellen, 
daS ein insgesamt guter Effekt nicht alleine durch die Proliferationshemmung 
entsteht, sondern auch ein nennenswerter "cell kill" beobachtet werden 
konnte. 



10 

Beispiel 5: Colonkarzinome 



Getestet warden die Colonkarzinome der ATCC Zellinien CaCo-2 und HT-29, 
Die Tumoren warden in MEM mit 10 VoL-% PCS expandiert. Thymidin 
15 Assays sowie Wachstamskurven warden in 96-well-Platten durchgefahrt. 

Der ^H-Thymidin-Einbau (Abb, 13, 14) zeigt eine nahezu lineare Dosis-Wir- 
kungs-Beziehung die tendenziell ebenfalls weitgehend zettunabhangig ist. Die 
Auspragung der Effekte erfolgt offensichtlich ebenfalls im Bereich von Stun- 
20 den, die voile Auspragung wird insbesondere bei CaCo-2 Zellen jedoch erst 
nach 3-tagiger Inkubation erreicht. Bei HT-29 konnte mIt 98 % Inhibition ein 
ausgesprochen hoher Effekt nach 6-tagiger Exposition von 90 Vol.*% D2O 
(179,75 g Deuterium/kg) im Medium erzielt werderi, CaCo*2 erreichte mit 94 
% Inhibition nach 6 Tagen Inkubation ahnliche Werte. 

25 

Die Wachstumskurven (Abb. 15, 16) zeigen einen fulminanten absoluten 
Ruckgang der Zellen bei beiden Colonkarzinomen an, wahrend sich die unbe* 
handelten Kontrollen in exponentiellem Wachstum befinden. 
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Die Uberlebensrate (Abb. 17) zeigt einen deutlichen Abfall, insbesondere bei 
CaCo-2 wurde mit 39 % Uberlebensrate nach 9 Behandlungstagen ein signifi- 
kanter "cell kill" erreicht. 
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Die Uberlebensfraktion (Abb. 18) zeigt bereits nach 3 Tagen bei beiden Colon- 
karzinomen Werte unter OJO (CaCo-2: 0,08, HT-29: 0,04), nach 9 Tagen lag 
sie bei beiden Tumoren sogar unter 0,01 also zwei Zehnerpotenzen Reduktion 
vrtaler Tumorzellen bei 90 VoL-% D20-Kon2entratlon. 

5 

Zusammenfassend laKt sich bei Coionkarzinomen feststelien, daB durch den 
"cell kill" eine maximale Wirkung bei Coionkarzinomen entsteht. 



10 Beispiel 6: Lymphozyten (Kontrotle; normale Zellen) 

Getestet warden frisch isolierte Blutlymphozyten, nach Ficoll-Gradientin RPMI- 
Medium mit 10 Vol.-% humanem AB-Serum-2usatz expandiert. Die Lymphozy- 
ten warden mit Interleukin 2 {IL-2) bzw. Phythamagglutinin (PHA) stimuliert. 

15 

Bei den Thymidin-Assays (Abb, 19) als Modell fur die Proliferatlonsrate 
zeigte sich fur einen Zeitraum von 2-6 Tagen, daB es bei alien PHA-stimuIier- 
ten Lymphozyten bei Behandlung mit 90 Vol.-% Deuteriummedium (179,75 g 
Deuterium/kg) zum Auftreten von Inhibitionseffekten kam. Jedoch auch nach 
20 6 Tagen Einwirkdauer lag die Inhibition noch unter 60 %. 

IL-2 stimulierte Lymphozyten zeigten zeitabhangiges Verhalten; bei 3 und 6 
Tagen zeigte sich Inhibition, maximal wurde 65 % Inhibition bei 90 Voi.-% 
Deuterium ermittelt- 

25 

Die Wachstumskurven (Abb. 20) zeigen zwar sowohl bei 50 Vol.-% (99,86 g 
Deuterium/kg) als auch bei 90 Vol>-% deuteriertem Medium einen Abfall 
gegenuberden Kontrollen, dieser ist jedoch deutiich weniger ausgepragt als bei 
den getesteten Tumoren. 

30 

Die Uberlebensrate (Abb. 21) als MaB fur den durch Deuterium ausgelosten 
Zelltod wird nur bei den IL-2 stimulierten Zellen in 90VoL2%,D^ 
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% abgetotete Zellen bei 6d IL-2 Stimulation gemessen. 

Die Uberlebensfraktion (Abb. 22) wurde ebenfalls our bei IL-2 stimulierten 
Lymphozyten erniedrigt {bis zu 0,36 bei 6d in 90 \/ol.-% Deuteriummedium 
5 unter IN2-Stimulation) die PHA stimulierten Zellen bleiben weltgehend unbeein- 
fluB (0,8 bei 6d PHA-Stumulation in 90 VoL-% Deuterium). 

Zusammcnfassend kann festgestellt werden/da& das System stimulierter 
Lymphozyten bezuglich der durch Deuterium verursachten Profiferationshem- 
mung und Zytotoxizitat deutlich hinter den Effekten auf Tumorzellen zuruck- 
bleibt. Diese Versuche zeigen, daft die Deuterium vermittelten Effekte nicht 
proliferationsabhangig sind, oder zumindest nicht alie dif ferentiellen Effekte nur 
durch die starkere Proliferation bei Tumorzellen verursacht werden: Die IL-2- 
stimulierten Zellen mit der niedrigeren Teilungsrate werden starker gehemmt 
und zeigen hohere "cell-kill-Empfindlichkeit" als die sich schnell teilenden PHA- 
stimulierten Lymphozyten, die durch niedrige Dosen von Deuterium sogar im 
Wachstum stimuliert werden und kaum "ceil kill" aufweisen. 

20 Beispiel 7: Gliome 

Getestet wurden Zellen des Glioblastoms (Glioblastoma multiforme) HTZ-209 
und des Astrozytoms HTZ-243 (Astrozytoma WHO Grad 111). Die Tumoren 
wurden in MEM mit 10 Vol.-% FCS expandiert. ^H Thymidin Assays wurden 
25 in 96-well-Platten durchgefuhrt, Wachstumskurven wurden in 24- und 96-well- 
Platten durchgefuhrt. 

Der ^H-Thymidin-Einbau (Abb. 23) zeigt cine deutliche Schulterbildung im 
Dosisbereich zwischen 1 und 50 Vol.-%^D20 die weitgehend zeitunabhangig 
30 ist. Hier zeigt sich eine ganz deutliche Tumorselektivitat insbesondere in der 
Anwendung von DjO uber 6 Tage, wobei bei HTZ-243 bcreits mit 10 % DjO 
uber 60 % Inhibition erreicht wurde. 



PCT/EP95/03UM* 




10 



15 



wo 96/03996 PCT/EP95/03 1 0(i 

- 21 - 

Die Wachstumskurven (Abb. 24) zeigen einen absoluten RCickgang der Zellen 
bei beiden Gliomen, besonders HTZ-209 an, wahrend sich die unbehandelten 
Kontrollen in exponentiellem Wachstunn befinden. 

5 Die Uberlebensrate (Abb. 25) zeigt einen deutlichen Abfall bei beiden Tumoren, 
insbesondere bei HTZ-209 wurde mit 33 % survival rate nach 6 Behandungs- 
tagen ein hohes Ausmali an Abtotung von Tumorzellen erreicht. 

Die Uberlebensfraktion (Abb. 26) zeigt bei beiden Hirntumoren einen nahezu 
1 0 linearen Abfall, und erreicht nach 6 Tagen f ur HTZ-209 Werte unter 0, 1 0, also 
eine voile Zehnerpotenz Ruckgang an vitalen Tumorzellen. 

Zusammenfassend laBt sich bei den untersuchten Hirntumoren feststellen, da(i 
durch die Abtotung von Tumorzellen ein therapeutischer Erfolg erzielt werden 
15 kann. 

Es konnte ganz klar durch die Beispiele 1-7 gezeigt werden, daB fur die Wir- 
kung von Deuterium auf Zellen zwei vollig verschiedene Mechanismen vor- 
liegen: Der Effekt der Teilungsarretierung ("growth arrest") und der von den 
20 Erfindern erstmals entdeckte Effekt der direkten Zelltotung ("cell kill"). 

Die Spezifitat der Effekte auf bestimmte Zellgruppen wurde in der Literatur 
bisher nicht systematisch untersucht. Auch hier konnten erstmals Hinweise auf 
ein tumorspezifisches Verhalten ermittelt werden. 

25 

Hinweise, daB die Auspragung der Effekte nicht nur proliferationsratenabhan- 
gig ist, geben die Lymphozyten, bei denen sowohl "growth arrest" als auch 
"cell kiir bei den schneller proliferierenden PHA-stimulierten Zellen deutlich 
geringer ausgepragt sind. 

30 
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Beispiei 8: Verhinderung der Metastasierung 

Eine geeignete Methode zur Uberpriif ung der WIrkung eines Zytostatikums auf 
die Migrationsfahigkeit und damit die Metastasierung eines Tumors ist die 
Beurteilung der Migration von Tumorspharoiden, Tumorzellen werden nach 
Bildung von Spharoiden auf agrarbeschichteten 48 well Flatten v^ieder in 
unbeschichtete Flatten umgesetzt. Innerhalb von 72 Stunden gehen die Tu- 
morzellen wieder zu adharentem Wachstum uber; die dabei bedeckte Flache ist 
ein MaS fiir das Migrations- und Invasionsverhalten eines Tumors und damit 
fur seine Metastasierungsfahigkeit und ihre Hemmung. 

In Abb. 31 ist zu sehen, daB durch D2O nach 72 Std. eine Verringerung der 
Migrationsflache auf 20% der sonst besetzten Flache eintritt, was einer we- 
sentlichen Verringerung der Metastasierungsfahigkeit bzw. Metastasenbildung 
entspricht. Die in diese auf 20% reduzierte Flache migrierten Zellen sind zudem 
devital (nachgewiesenmittelsTrypanblau-Anfarbung),da DjO insbesonderedie 
migrierenden Zellen volistandig abtotet. Durch den D2O Einsatz wird daher eine 
potentielle Metastasierung verhindert. 

In einem anderen Experiment wurde Mausen das Sarkom M 5076 subcutan 
implantiert. Die Halfte dieser Mause wurde mit 50 Vol-% D2O behandelt. 



Aus Abb. 32 sieht man, dali die mit DjO behandelten Tiere keine Lebermeta- 
stasen entwickelten, wahrend die unbehandelten Kontrolltiere bis zu 500 
Lebermetastasen bekamen. Durchschnittlich zeigten sich bei den Kontrollen 
19,5 Lebermetastasen. Die Anwendung von D^O verhindert also die Metasta- 
sierung vdllig. 

Beispiei 9: Oberprufung der Wirksamkeit im Tiermodell 




16 Mausen wurden 10^ Zellen des Sarkoms M 5076 intraperitoneal verab- 
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Halfte (8 Tiere) normales Wasser als Trinkwasser gegeben (Kontrolle). 

Aus Abb. 33 sieht man, da(S von den 8 Kontrolltieren 30 Tage nach der Im- 
plantation nur noch 2 lebten, wahrend von den DjO-behandelten Tieren noch 
5 7 anr» Leben waren. Nach 35 Tagen wurde die Behandlung abgebrochen. An 
diesem Tag lebte nur noch 1 Kontrollmaus. aber Immer noch 7 DjO-behandelte 
Mause. Die am Ende des Experiments noch lebenden 6 Tiere aus der DjO- 
Gruppe konnen im Sinne des Versuchs als geheilt gelten. 
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Patentanspruche 

Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, enthaltend 
Deuterium und/oder deuterierte Substanzen und/oder Substanzen, die 
Deuterium anreichern bzw. freisetzen zur selektiven Abtotung von 
Tumorzellen und/oder Tumormetastasen, 

Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, enthaltend 
Deuterium und/oder deuterierte Substanzen und/oder Substanzen, die 
Deuterium anreichern bzw. freisetzen zur Verhinderung der Metastasie- 
rung und/oder des lokalen Wiederauftretens von Tumoren sowie deren 
Nachwachsen. 

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafJ die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur Abtotung von entarteten Zeilcn 
in Konzentrationen liber 50 Vol.-% (99,86 g Deuterium/kg) D2O oder 
eine andere Deuterium-enthaltende Substanz mit 50 % durch D ersetz- 
ten H-Atomen angewendet wird. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
da& die pharmazeutische Zusammensetzung in Form von Zapfchen, 
Salben, Losungen, Dispersionen oder Emulsionen, Aerosolen, Schau- 
men, teilchenformigen Mittein, Pillen, Pastillen Tabletten, Dragees, 
Kapsein bzw. Mikrokapsein, Kaugummiarten, Gewebe-, Blatt-, oder Fa- 
dengrundiagen in Bandagen oder Verbanden, zum Rauchen oder Inhaiie- 
ren sowie in Carriern angewendet wird. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, 
dali die pharmazeutische Zusammensetzung zur Therapie lokal, intracu- 
tan, transcutan; zur systemischen Anwendung intravends, durch teilwei- 
sen Austausch des Korperwasser- oder Blutwasseranteiis, intraarteriell. 



PCT/EP95/03100 
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intraventrikular, intraperitoneal, intracavitar, in 0P-H6hlen verabreicht 
wird sowie fiir die extrakorporale Abtotung von Tumorzellen verwendet 
wird. 

5 6. Verwendung nach einem der Anspruche 1-5 zur Therapie von malignen 
Melanomeii, Gliomen, Astrozytomen, Bronchialkarzinomen, Neuroblasto- 
men, Magen-Darm-Karzinomen, Sarkoimen, Malignomen des hamatopoe- 
tischen und lymphopoetlschen Systems, Mammakarzinomen, Zervixkar- 
zinomen, Uteruskarzinomen, Prostatakarzinomen, Schilddriisenkarzino- 
10 men sowie Pankreaskarzinomen. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, 
da& die pharmazeutische Zusammensetzung zusatzlich Zytostatika oder 
Tumortherapeutika enthalt. 

15 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 -7 in Kombination mit Bestrah- 
lungsmethoden. 

9. Verwendung von Deuterium und/oder deuterierten Substanzen und/oder 
20 Substanzen, die Deuterium anreichern bzw, freisetzen zur Herstellung 

einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur selektiven Abtotung von 
Tumorzellen und/oder Tumormetastasen. 



1 0. Verwendung von Deuterium und/oder deuterierten Substanzen und/oder 
25 Substanzen, die Deuterium anreichern bzw. freisetzen zur Herstellung 

einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Verhinderung der Me- 
tastasierung und/oder des lokalen Wiederauftretens von Tumoren sowie 
deren Nachwachsen* 



30 



11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
die pharmazeutische Zusammensetzung zur Abtotung von entarteten 
Zellen in Konzentrationen iiber 50 Vol.-% (99,86 g Deuterium/kg) DjO 
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ersetzten H-Atomen angewendet wird. 

1 2. Verwendung nach einem der Anspruche 9-11, dadurch gekennzeichnet, 
daS die pharmazeutische Zusammensetzung in Form von Zapfchen, 
Salben, Losungen, Dispersionen oder Emulsionen, Aerosolen, 
Schaumen, teilchenformigen Mitteln, Pillen, Pastillen Tabletten, Dragees, 
Kapsein bzw. Mikrokapsein, Kaugummiarten, Gewebe-, Blatt-, oder Fa- 
dengrundlagen in Bandagen oder Verbanden, zum Rauchen oder Inhalie- 
ren sowie in Carriern angewendet wird. 



1 3. Verwendung nach einem der Anspruche 9-12, dadurch gekennzeichnet, 
daR die pharmazeutische Zusammensetzung zur Therapie lokal, intracu- 
tan, transcutan; zur systemischen Anwendung intravenos, durch teilwei- 
sen Austausch des Korperwasser- oder Blutwasseranteils, intraarteriell, 
15 oral, rectal; zur Anwendung in Hohlraumen, intrapleural, intrathekal, 

intraventrikular, intraperitoneal, intracavitar, in 0P-H6hlen verabreicht 
wird sowie fur die extrakorporale Abtotung von Tumorzetlen verwendet 
wird. 



20 14. Verwendung nach einem der Anspruche 9-13 zur Therapie von malig- 
nen Meianomen, Gliomen, Astrozytomen, Bronchialkarzinomen, Neuro- 
blastomen sowie Magen-Darm*Karzinomen, Sarkomen, Malignomen des 
hamatopoetischenund lymphopoetischen Systems, Mammakarzinomen, 
Zervixkarzinomen, Uteruskarzinomen, Prostatakarzinomen, Schilddriisen- 

25 karzinomen sowie Pankreaskarzinomen. 



1 5. Verwendung nach einem der Anspruche 9-14, dadurch gekennzeichnet, 
da& die pharmazeutische Zusammensetzung zusatziich Zytostatika oder 
Tumortherapeutika enthalt. 

30 

16. Verwendung nach einem der Anspruche 9-15 in Kombination mit Be- 
strahlungsmethoden. 
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Abb. 29b 
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Abb. 32 



Anzahl der Lebermetastasen nach subcutaner 
Implantation von M5076 Retikulumsarkomzellen 
unter D2O (50 VoI%) 
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